การผลิตกรดแลคตริกชนิดดี(-) โดยเชื่้อ Klebsiella oxytoca M5a1 ที่ได้ผ่านการดัดแปลงวิถีการสร้างและสลายในอาหารเลี้ยงเชื้ออย่างง่าย by Maytawadee, Sangproo
  
MAYTAWADEE  SANGPROO : PRODUCTION OF D-(-)-LACTIC ACID 
BY METABOLICALLY ENGINEERED KLEBSIELLA OXYTOCA M5a1 IN 
MINIMAL SALTS MEDIUM.  THESIS ADVISOR : ASST. PROF. 
KAEMWICH  JANTAMA, Ph.D., 122 PP. 
 
D-(-)-LACTIC ACID/KLEBSIELLA OXYTOCA M5a1/ANAEROBIC CONDITION/ 
METABOLIC ENGINEERING 
 
Klebsiella oxytoca M5a1 wild type strain was constructed to produce optically 
pure D-(-)-lactic acid by applying pH-controlled batch fermentation in mineral salts 
medium. The alcohol dehydrogenase gene, adhE and phospho transacetylase-acetate 
kinase A gene, pta-ackA were deleted from the wild type. The mutant strains were 
named as KMS002 (∆adhE) and KMS004 (∆adhE ∆pta-ackA), respectively. They 
exhibited D-(-)-lactic acid production as a primary pathway for the regeneration of 
NADH. Both strains produced D-(-)-lactic acid at concentrations of 11-13 g/L in the 
medium containing 20 g/L glucose with yields of 0.64-0.71 g/g glucose used. 
In sugarcane molasses, KMS002 and KMS004 produced D-(-)-lactic acid at 
concentrations of 22-24 g/L with yields of 0.80-0.87 g/g total sugars utilized.  Both 
strains also utilized maltodextrin derived from cassava starch and produced D-(-)- 
lactic acid at concentrations of 33-34 g/L with yields of 0.91-0.92 g/g maltodextrin 
utilized. The optimal temperature at 40°C could produce D-(-)-lactic acid at 
concentrations of 36.28 ± 0.22 g/L with productivity of 0.38 g/L/h in 500 ml small 
anaerobic bottle within 72 h. For the effect of pH during fermentation, it was found 
that the highest D-(-)-lactic acid production was obtained with controlled pH  
at 6.5. In addition, the optimal initial cell concentration at OD550 on D-(-)-lactic 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
เมธาวดี  แสงพรู : การผลิตกรดแลคติกชนิดดี(-) โดยเช้ือ KLEBSIELLA OXYTOCA M5a1 
ท่ีไดผ้า่นการดดัแปลงวิถีการสลา้งและสลายในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่าย (PRODUCTION 
OF D-(-)-LACTIC ACID BY METABOLICALLY ENGINEERED  
KLEBSIELLA OXYTOCA M5a1 IN MINIMAL SALTS MEDIUM) อาจารยท่ี์ปรึกษา :  
ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.เขมวทิย ์ จนัตะ๊มา, 122 หนา้. 
 
เช้ือสายพนัธ์ุ Klebsiella oxytoca M5a1 ถูกนาํมาใชเ้ป็นสายพนัธ์ุตั้งตน้ เพื่อผลิตกรดแลคติก 
ชนิดดี(-) ในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่ายจากการหมกัแบบกะ และควบคุมความเป็นกรดด่าง ยนี alcohol 
dehydrogenase (adhE) และ phospho transacetylase-acetate kinase A (pta-ackA) ถูกตดัออกจากเช้ือ
สายพนัธ์ุตั้งตน้ มิวแตนทท่ี์ไดถู้กตั้งช่ือว่า KMS002 (∆adhE) และ KMS004 (∆adhE ∆pta-ackA)
โดยพบว่าเช้ือสองสายพนัธ์ุมีการสร้างกรดแลคติกชนิดดี(-) เป็นวิถีหลกัเพื่อรีเจนเนอเรชัน่ NADH
เช้ือมิวแตนท์ทั้ งสองสายพนัธ์ุสามารถผลิตกรดดีแลคติกชนิดดี(-) ประมาณ 11-13 กรัมต่อลิตร 
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสท่ีความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นผลได้ประมาณ 
0.64-0.71 กรัมของกรดแลคติกชนิดดี(-) ต่อกรัมของกลูโคสท่ีถูกใช้ ในอาหารเล้ียงเ ช้ือท่ีมี
กากนํ้ าตาลอ้อยเช้ือสายพันธ์ุ  KMS002 และ  KMS004 สามารถผลิตกรดแลคติกชนิดดี(-) ได ้
22-24 กรัมต่อลิตรเทียบเป็นผลไดป้ระมาณ 0.80-0.87 กรัมของกรดแลคติกชนิดดี(-) ต่อกรัมของ
กากนํ้ าตาลออ้ยท่ีถูกใช ้นอกจากน้ีเช้ือทั้งสองสายพนัธ์ุยงัสามารถใชม้อลโตเด็กซ์ตริน ท่ีไดจ้ากการ
ย่อยแป้งมันสําปะหลัง และผลิตกรดแลคติกชนิดดี(-) ได้ 33-34 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นผลได้
ประมาณ 0.91-0.92 กรัมของกรดแลคติกชนิดดี(-) ต่อกรัมของนํ้ าตาลมอลโทสท่ีถูกใช้โดยเซลล ์
อุณภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกชนิดดี(-) คือ 40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรด 
แลคติกชนิดดี(-) ได ้37.28 ± 0.22 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นอตัราผลผลิตสูงสุดประมาณ 0.38 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจนในขวดหมกัขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร ภายในเวลา
72 ชั่วโมง สําหรับผลกระทบของค่าความเป็นกรดด่างระหว่างการหมกัพบว่า กรดแลคติกชนิด 
ดี(-) สามารถผลิตไดสู้งท่ีสุดเม่ือควบคุมค่าความเป็นกรดด่างท่ี 6.5 นอกจากน้ียงัพบว่าค่าความขุ่น
ของเช้ือวดัท่ีความยาวคล่ืนแสง 550 นาโนเมตรเท่ากับ 0.5 มีความเหมาะสมในการผลิตกรด 
แลคติกชนิดดี(-) และมีอัตราผลผลิตประมาณ 0.50 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง จากผลท่ีกล่าวมา
ขา้งตน้ เช้ือสายพนัธ์ุ KMS002 และ KMS004 จึงเป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีมีความเป็นไปไดใ้นการ
นาํไปใชผ้ลิตกรดแลคติกชนิดดี(-) ในระดบัอุตสาหกรรม 
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production was found to be suitable at 0.5, of which productivity of 0.50 g/L/h was 
obtained. These results demonstrated that KMS002 and KMS004 would be another 
feasible choice for D-(-)-lactic acid production in an industrial scale.   
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